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蛍光波長近接吸収帯励起による腫瘍組織の蛍光画像観測
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　（指導：加藤治文主任教授）
【要旨】　生体構成物質の自家蛍光を伴なわない赤色波長領域で光感受性物質Mon（）一L－asparty1　chlorin　e6
（NPe6）を励起できる手術顕微鏡蛍光画像観測装置を開発し，蛍光画像の蛍光強度と組織中のNPe6濃度と
の関係を検討した．NPe6の励起は最長波長吸収帯664　nmに合わせた半導体レーザを用いた波長664　nm励
起による波長672nmにピークをもつNPe6の蛍光画像はノッチフィルタ導入により完全に励起光を遮断し
た状態で観測した．この蛍光画像は，同時に自家蛍光の影響や組織の種類に依存しない状態で観測できた．
担癌マウスの組織からのNPe6の蛍光強度は蛍光画像から1pixelあたりのグレーレベルの平均値として求
めた．
　NPe6静脈注射後0．25，1，2，3，4時間で腫瘍と正常筋肉の蛍光画像を観測した．この蛍光画像から蛍光強度
を定量的に観測した．
　腫瘍部位と正常部位の蛍光強度の比（腫瘍部位／正常部位）は各時間で1．1，1．32，1．61，2．41，4．82となった．
この比は投与後4時間で投与後0．25時間の4．38倍になった．
　組織中のNPe6濃度は蛍光強度と同一組織に集積しているNPe6濃度の高速液体クロマトグラフ（HPLC）
による値との検量線を作成して蛍光強度から計測した．
　NPe6投与後1時間で腫瘍部位（1．75μg／g　tissue）と正常筋組織部位（0．95μg／g　tissue）の組織中の
NPe6濃度は共に最高になり，以後時間経過に伴い減少した．腫瘍部位と正常筋組織部位の組織中濃度の比
は投与後0．25，1，2，3，4時間でそれぞれ0．94，1．84，3．86，5．91，6．80となった．この様に，腫瘍と正常筋肉との
濃度の比は高くなり光線力学的治療はNPe6投与後4時間前後の時問帯が効率良いと思われた．
緒 言
　光線力学的治療（PDT）に有用な光感受性物質
として研究が進められているmono－Laspartyl　chlo－
rin　e6（NPe6）はリン酸緩衝液pH　7．4中でSoret帯
（398nm）とQ帯（502，530，620，654　nm）にそれ
ぞれ吸収のピークを持っている1）．NPe6の最も長
い吸収スペクトルのピークは赤血球や筋肉の中に存
在するヘモグロビンやミオグロビン等のポルフィリ
ン構造物質による吸収の少ない600nm以上の波長
領域（654nm）にある1）．　NPe6の吸収帯は腫瘍や
脂肪組織等の生体構成要素に取り込まれると約10
nmほど長波長側に移動する．　NPe6の一番吸収の
大きいSoret帯の波長405　nmの励起による蛍光観
測はヘモグロビンの吸収帯と一致している4，5）ため
に励起光はヘモグロビンにも吸収されNPe6の蛍光
観測には効率が良くない．特に，組織の周辺に血痕
が存在するとNPe6の蛍光は殆ど観測出来なくな
る．しかし，吸収帯664nmで励起するとポルフィ
リン構造等の生体構成要素による競合は殆ど見られ
ずに672nmにピークを持つNPe6固有の蛍光スペ
クトルを観測する事ができる1・2，　3）．腫瘍組織に集積
しているNPe6の蛍光画像を観測することにより，
癌の存在部位の確認や光線力学的治療（PDT）の
施行時期や範囲の判断が可能になると考えられる．
　今回開発された半導体レーザ6）を用いてヘモグロ
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ビン吸収帯の影響の少ない波長664nmで組織中に
取りこまれたNPe6を励起し，蛍光画像及び強度を
観測するシステムを構築した．本装置により癌存在
部位の蛍光画像による確認と治療を同一波長のレー
ザで行うことが可能である．また長波長励起である
ため自家蛍光の影響を受けないで蛍光観測が可能で
ある．本実験：システムを用いて測定した蛍光強度と
組織中のNPe6濃度の関係について検討したので報
告する．
蛍光観測システム
　本研究で構築した手術顕微鏡蛍光観測システム概
略を（Fig．1）に示す．励起光源であるダイオード
レーザ装置はAIGalnPから成る半導体レーザ素子
を用い，発振波長を制御するための温度調節器
（冷却装置）や全体を制御する装置から構成されて
いる（松下産業機器（株）大阪）6）．Mono－L－aspartyl
chlorin　e6（NPe6）（明治製菓（株）東京）の励起は
中心波長664nmの半導体レーザを用いた．励起レ
ーザ光はバンドパスフィルタ（光伸光学工業（株）
大阪）により波長664nmを中心に半値幅5nm以
下の単一波長に制限して，ファイバーを用いてステ
ージ上のサンプルに出力である10mW／cm2に調整
して照射した．
　サンプルから発生する蛍光は手術顕微鏡蛍光観測
装置z　8）を通して高感度のイメージインテンシファ
イア付CCDカメラ（W－BD900，松下電羅業㈱
大阪）で画像として観測できるようにした．本装置
には中心波長664nmのバンドカットできるノッチ
フィルタ　（Kaiser　Optical　Systems，　Inc．　U．S．A．）を2
枚設置し，励起レーザ光成分のみを遮断した．
　ノッチフィルタは入射光の入射角度0度で中心波
長662nm，遮断域の光学密度4．0以上，スペクト
ルバンド幅が光学密度0．3（50％透過）ポイントで
310波数，バンドエッジが光学密度4．0と光学密度
0．3のポイント間で114波数（赤側），78波数（青
側）という特性をもっている．また入射光の角度を
0から20度に変化させることによって遮断域の波
長が数nmシフトする．そこでレーザー入射角度を
16度に調節し，ノッチフィルタで完全に反射する
波長が664nmになるようにし，各角度でのこの波
長の透過状態を観測した（Fig．2）．この結果，入射
角度15度から！7度の範囲で波長664nmのレーザ
は遮断できた．ノッチフィルタのスペクトルバンド
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　　　　　　　　Fig．　1　An　overview　of　the　surgical　microscopic　fluorescence　observation　system
　We　used　the　diode　laser　with　an　AIGalnP　element　as　the　excitation　light　source　of　NPe6．　Using　a　band－pass　filter，　we
limited　the　excitation　light　source　to　a　single　wavelength　whose　half　value　width，　centered　on　a　wavelength　of　664　nm，
was　5　nm　or　less．　We　irradiated　a　sample　by　adjusting　the　output　to　10　mW／cm2．　We　conducted　the　fiuorescence　obser－
vation　of　the　light　emitted　from　the　sample　by　intercepting　the　excitation　laser　light　component　with　the　notch
filter　of　a　surgical　microscope．　The　fluorescence　strength　obtained　by　CCD　was　converted　into　images　through　an　image
input　keyboard，　and　was　then　converted　to　numbers　by　inputting　to　a　computer　the　gray　level　of　the　fluorescence　strength
per　pixel．
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Fig．　2　Transmission　state　of　the　664　nm　wavelength　at
　　　each　notch　filter　angle
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　We　adjusted　the　laser　incident　angle　to　160　and　set　the
wavelength　to　664　nm　in　order　to　obtain　complete　reflec－
tion　by　the　notch　filter．　We　then　observed　the　transmission
state　of　the　wavelength　at　each　notch　filter　angle．　The
lasers　with　a　wavelength　of　664　nm　could　be　intercepted
for　the　range　of　incident　angles　from　15－170．　Since　the
spectral　bandwidth　of　the　notch　filter　was　10　nm，　it　was
sufficient　to　remove　the　664　nm　wavelength　laser　excita－
tion　light　component　that　passed　through　the　band－pass
filter．
　Vertical　axis：　Transmission　state　of　a　laser　light　with　a
wavelength　of　664　nm
　Horizontal　axis：　Laser　incident　angle　to　the　notch　filter．
幅は10nmであるので，バンドパスフィルタを透
過した波長664nmのレーザ励起光成分を除去する
のに十分であった．ノッチフィルタを導入したこと
によりNPe6の吸収帯664　nmでレーザ励起して
672nmにピークをもつ特有の蛍光が励起光の混在
しない状態で観測できるようになった．
　本装置のCCDで取得した画像は画像入力ボード
（SPECTRUMII，三谷商事（株）大阪）を介して512
×512pixelで1pixelあたりの蛍光強度のグレーレ
ベルを256階調としてコンピュータに取り込み数値
化した．また，ボード，コンピュータ，モニタの制
御及び画像処理を行うプログラムを作成し，コンピ
ュータで処理し画像をモニタに表示した．
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Fig．　3　Structure　of　Mono－L－asparty1　chlorin　e6　（NPe6）
　NPe6　is　a　photosensitive　substance　with　a　molecular
weight　of　799．45．　lt　has　a　structure　in　which　one　aspartate
is　attached　to　the　side　chain　with　an　amide　bond　at　the
location　of　carbon　15　in　the　tetrapyrrole　ring　generated
from　the　chlorophyl，　and　four　carboxylic　acids　have　been
converted　to　an　Na　salt．
材料と方法
　実験に用いた光感受性物質Mono－L－aspartyl
chlorin　e6（NPe6）（明治製菓（株）東京）の構造は
クロロフィルより生成したテトラピロール環のD
環にある二重結合を一つ解裂しているクロリン環の
炭素15位置にアミド結合によりアスパラギン酸塩
を一つ側鎖に付けた構造をもつ分子量799．45の光
感受性物質である（Fig．3）．
　実験動物は，BALB／c系マウス雄性5週齢（三協
ラボ　東京）を用いた．
　BALB／cマウス雄性5週齢の右大腿部皮下に1×
106個のMeth，A　fibrosarcoma細胞を移植し，1週間
後に腫瘍径が約1cmとなった担癌マウスを実験に
用いた．
　担癌マウスにNPe6を5mg／kg尾静脈内に投与
した．その後O；25，1，2，3，4時間で各群（n＝4）の
担癌マウス大腿部及び周辺の皮膚を切除し癌および
その周辺を露出させた．この腫瘍部位と反対脚の正
常筋肉部位の蛍光画像を波長664nm励起により手
術顕微鏡蛍光観測装置で観測した．組織内に集積し
ているNPe6の蛍光強度は蛍光画像から1pixelあ
たりのグレーレベルの平均値として求めた．この蛍
（3）
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光点度は同一組織から抽出したNPe6を高速液体ク
ロマト分析による濃度との検量線を作成し定量化し
た．
　組織中NPe6濃度は投与後の各時間で腫瘍及び正
常筋肉を摘出し，高速液体クロスト（HPLC）を用
いて測定した．HPLCサンプルは組織0．15　gに0．15
mlの0．5％EDTA／50　mM　HEPES溶液pH　7．4を添
加して微細にすり潰した．この試料に5．Omlの
HCIO4：CH30H＝1：1溶液を添加してホモジェネ
イトした．これに蒸留水を20m1添加して4℃で
15分間3000rpmで遠心分離を行い上澄液を採取し
た．上澄液をSEP－PAK　tc18に通してサンプルを吸
着させた．吸着したサンプルは2mlのCH30Hで
抽出しHPLCで分離・検出した．検出には蛍光検
出器（L7480，日立製作所（株）東京）を用いた．
結 果
1．NPe6の蛍光画像
　励起光源であるダイオードレーザは温度制御によ
り中心波長を664nmに設定した．この664　nmの
波長スペクトルは半値幅が1nm以下と非常に狭く
なっているがシングルモードでないために周辺波長
域に数多くの小さなピークを発振している．本装置
では664nmの波長のみを励起光として使用するた
め，それ以外の波長成分を除去する目的で中心波長
664nmの可視光バンドパスフィルタをダイオード
レーザ出射側に設置した．これによりダイオード
レーザのスペクトルピーク幅が4nmのポイントで
ピーク値との差が一43．OdBと非常にシャープで
664nmにシングルモード並みのレーザスペクトル
が得られた（Fig．4．A）．
　励起光は試料面に直径40mmの範囲にわたり出
力10mW／cm2にして照射した．この励起光照射範
囲内から発した蛍光画像は観測直前に中心波長664
nmのノッチフィルタを入射角度16度に調節して
透過させ，その後に波長664nmのレーザ励起光を
遮断した．ノッチフィルタのスペクトルバンド幅は
6nmであり，励起光成分を除去するのに十分であ
った．同時に励起光以外の波長では70～90％の透
過率を示した（Fig．4－B）．ノッチフィルタを導入し
たことによりNPe6の吸収帯664　nmで励起して
672nmにピークをもつ特有の蛍光が励起光の混在
しない状態で観測できた．
　NPe6を投与後0．25，1，2，3時間のマウスの左大腿
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Fig．　4　Spectral　characteristics　of　the　notch　filter　and
　　　excitation　laser　light
　The　laser　spectrum　（A）　shows　a　sharp　peak　at　664　nm．
Spectrum　（B）　with　a　notch　filter　spectral　bandwidth　of　10
nm　showed　70　to　900／o　transmissivity　for　light　with　a　wave－
length　other　than　that　of　the　excitation　light．
　Vertical　axis：　Transmission　state　of　a　laser　light　with　a
wavelength　of　664　nm　and　the　light　transmissivity　of　the
notch　filter．
　Horizontal　axis：　Wavelength
部　（正常筋肉）及び右大腿部　（腫瘍）の蛍光画像
（Fig．5（A）～（D））を示した．逆v字形で比較的均
一な蛍光を示す筋肉と，その右下方に強い白色楕円
形部分として腫瘍が浮かび上がっている画像が観測
できた．筋肉と腫瘍部分の蛍光は時間経過とともに
消失していくが，投与後2時間では筋肉の蛍光が殆
ど失われているのに対し腫瘍では蛍光が残ってい
る．NPe6の腫瘍局在性と消失速度が，画像から理
解できる．
　各部位の蛍光強度を画像からグレーレベルの平均
値として求め，腫瘍の蛍光強度と正常筋肉では
NPe6投与後0．25，1，2，3，4時間でそれぞれ168，245，
185，188，135と153，185，115，78，28となった（Fig．
6）．画像より求めた腫瘍の蛍光強度は投与後0．25
時間以降では筋肉よりも1．3～4．9倍強く，両者と
も投与後時間の経過に伴い減少した．投与後4時間
には投与後1時間と比べて腫瘍では55．1％，筋肉で
は15．1％になった．腫瘍部位と正常部位の蛍光強
度の比（腫瘍部位／正常部位）はNPe6投与後
0．25，1，2，3，4時間でそれぞれ1．1，1．32，1．61，2．41，
4．82となった．この比は投与後4時問に投与後0．25
時間の4．38倍になった．投与直後から4時間後ま
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　　　　　　Fig．　5　Fluorescence　images　of　normal　muscle　and　tumor　in　the　right　thigh　of　a　mouse
　The　fiuorescence　images　shown　are　those　of　normal　muscle　and　tumor　in　the　right　thigh　of　a　mouse　after　caudal　intra－
venous　administration　of　5　mg／kg　of　NPe6．
　O．25　hour　after　administration　of　NPe6：　（A），　an　hour　after　administration　of　NPe6：　（B），　two　hours　after　administration
of　NPe6：　（C），　three　hours　after　administration　of　NPe6：　（D）
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Fig．　6　Fluorescence　image　strength　of　normal　muscle
　　　and　tumor　in　the　right　thigh　of　a　mouse
　We　obtained　the　fluorescence　strength　of　each　area　as
an　average　gray　level　value　from　images　O．25，　1，　2，　3，　and
4　hours　after　caudal　intravenous　administration　of　5　mg／kg
of　NPe6，　respectively．
　Vertical　axis：　Average　gray　level　value　of　the　fluores－
cence　strength
Horizontal　axis：　Elapsed　time
では投与後の時間経過に伴い，正常部位と腫瘍部位
とのコントラストは単調増加した．投与後の経過時
間が長くなる程NPe6の腫瘍局在性は高くなる．そ
の反面，蛍光強度が微弱になり蛍光の検出が困難に
なる事が示唆された．
2．腫瘍及び正常筋組織でのNPe6の集積性
　担癌マウスにNPe6を5mg／kg尾静脈内投与し，
各組織に集積した状態での蛍光強度と同一・組織から
抽出したHPLC分析による濃度との検量線を作成
し定量化した．蛍光強度と濃度の関係は腫瘍と筋肉
とで非常に類似していた．これは本装置の励起波長
が664nmと長波長であるため自家蛍光の影響がな
く，組織の種類によらない蛍光観測が可能であるこ
とを示している．また，蛍光強度と濃度との相関係
数はR2＝o．975と高い相関を示した（Fig．7）．
　組織の種類によらず組織中濃度と蛍光強度の関係
が一定であるので，得られた検量線を用いて蛍光強
度から組織中のNPe6濃度を計測した．
　腫瘍に集積しているNPe6濃度は投与後0．25，1，
2，3，4時間でそれぞれ0．75，1．75，1．35，1．30，0．68
（5）
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Fig．　7　Relation　between　the　fluorescence　strength　and
　　　the　density　of　NPe6　in　the　accumulation　state　in
　　　the　tissue
　After　caudal　intravenous　administration　of　5　mg／kg　of
NPe6　to　a　mouse　with　cancer，　we　plotted　a　standard　curve
indicating　the　relationship　between　the　fluorescence
strength　at　the　gray　level　in　the　accumulation　state　in　each
tissue　sample　and　the　density　extracted　from　identical
types　of　tissue　by　HPLC　analysis．　We　then　obtained　the
density　of　NPe6．　The　correlation　coefficient　of　the
fluorescence　strength　and　the　density　was　R2　＝　O．975．
　Vertical　axis：　Gray　level　value　of　the　fluorescence
strength
　Horizontal　axis：　Density　of　NPe6　（letg／g　tissue）
μg／gtissueであった．腫瘍反対脚の正常筋組織で
は各時間で0．80，0．95，0．35，0．22，0．1μg／gtissueで
あった（Fig．8）．
　腫瘍部位と正常部位の組織中濃度の比（腫瘍部
位／正常部位）は投与後各時間で0．94，1．84，3．86，
5．91，6．80となった．
　組織内濃度は投与後4時間には1時間の濃度と比
較して腫瘍内では38．9％，正常筋組織では10．5％
に減少した．
考 察
　光感受性物質であるヘマトポルフィリン誘導体に
より，腫瘍存在部位が赤い蛍光画像9，10・11）や蛍光ス
ペクトル12・　13・　14）を出している事から確認されてい
る．これら蛍光はポルフィリンの一番大きい吸収帯
である波長405nm励起で行っている．この励起波
長は，ヘモグロビンにも吸収されて蛍光観測には効
Fig．　8　Density　of　NPe6　accumulated　in　the　normal　mus－
　　　cular　tissue　and　the　tumor
　We　observed　the　density　each　time　after　caudal　intra－
venous　administration　of　5　mg／kg　of　NPe6．
　Vertical　axis：　Density　of　NPe6　Q‘g／g　tissue）
　Horizontal　axis：　Elapsed　time
率が良くない．特に，組織の周辺に血痕が存在する
とNPe6の蛍光は殆ど観測出来なくなる．
　今回，半導体レーザを用いてヘモグロビン吸収帯
による影響の少ない波長664nmで組織中のNPe6
を励起し，蛍光画像及び強度を観測するシステムを
構築した．本装置により血液中のヘモグロビン等の
影響を受けずに癌存在部位のNPe6の蛍光画像と光
線力学的治療を同一波長のレーザで行うことが可能
になった．同時に，長波長励起であるため生体構成
要素による自家蛍光の影響を受けずに蛍光観測が可
能になった．この蛍光画像はノッチフィルタを用い
て，レーザ励起光の波長域のみを遮断し，白色光画
像と蛍光スペクトルに近接している（8nm）NPe6
の長波長側吸収帯を励起して蛍光画像を観測する事
に成功した．
　観測した蛍光画像から蛍光強度を定量的に観測す
るためのグレーレベル画像で研究を進めた．グレー
レベル画像では白色光成分と蛍光成分の区別がな
く，強度のレベルの差で判別した．
　投与後の経過時問が長くなる程NPe6の腫瘍局在
性は高くなる．しかし，蛍光強度が微弱になり蛍光
の検出が困難になることが示唆された．蛍光強度か
ら濃度を定量化する場合，高濃度で光感受性物質の
蛍光量子集率が低下する15）ために濃度が薄くなる
程蛍光強度の変化が大きくなり，投与後の経過時間
（6）
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が長いほど蛍光強度による濃度測定の分解能は高く
なった．
結 論
　（1）組織中のNPe6濃度と本装置を用いて取得し
た画像から求めた蛍光強度との間に相関係数はR2
＝0．975と高い相関関係が得られた．
　（2）波長664nmの半導体レ・一ザ励起により，自
家蛍光の影響を受けず組織の種類に依存しない
NPe6の蛍光観測が可能でき，蛍光画像による組織
中NPe6濃度分布の定量化の可能性が示された．
　（3）担癌マウスを用いた各組織でのNPe6濃度分
布は，NPe6投与後1時間で最高（腫瘍内濃度1．75
μg／gtissue筋肉内濃度0．95μg／g　tissue）となり，
以後4時間後まで時間経過に伴い減少する．しかし，
腫瘍内NPe6濃度分布は正常筋肉内濃度分布と比較
して投与後4時間で6。80倍高くなった．
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Excitation　fluorescence　image　pattern　recognition　near　the　absorption　band
Toru　TSUBATA
First　Department　of　Surgery　，　Tokyo　Medical　University
　　　　　　　　（Director：　Pro£　Harubumi　KATO）
　　We　developed　a　surgical　microscopic　fluorescence　image　observation　device　that　can　excite　the
photosensitive　substance，　Mono－L－aspartyl　chlorin　e6　（NPe6），　in　the　red　wavelength　range，　which　does
not　conflict　with　the　autofluorescence　of　biological　substances．　We　studied　the　relationship　between
the　fluorescence　strength　of　the　fluorescence　image　and　the　NPe6　density　in　tissue．　For　the　excitation
of　NPe6，　we　used　a　semiconductor　laser　which　was　set　to　its　longest　possible　wavelength　absorption
range　of　664　nm．　When　the　excitation　light　was　completely　intercepted　by　the　introduction　of　a　notch
filter，　we　observed　a　fluorescence　image　of　NPe6　which　was　induced　by　the　excitation　of　a　wavelength
at　664　nm　and　had　a　peak　at　672　nm．　ln　addition，　we　were　able　to　observe　this　fluorescence　image
pattern　without　the　influence　of　autofluorescence　and　tissue　type．　The　fluorescence　strength　of　NPe6
from　rpouse　cancer　tissue　was　obtained　as　an　average　gray　level　value　per　pixel　from　the　fluorescence
lmage．
　　We　observed　the　fluorescence　image　patterns　of　normal　and　of　tumorous　muscle　tissue　O．25，　1，　2，　3，
and　4　hours　after　intravenous　injection　of　NPe6．　We　measured　and　quantified　fluorescence　intensity
from　the　observed　fluorescence　image　patterns．　The　ratio　of　fluorescence　strength　in　tumor　and　nor－
mal　area　（tumor　area：　normal　area）　was　1．1，　1．32，　1．61，　2．41，　and　4．82　for　each　of　the　measured　times，
respectively．　At　four　hours　after　administration，　the　ratio　was　4．38　times　that　at　O．25　hours　after　admin－
istration．　We　plotted　a　standard　curve　indicating　the　relationships　between　the　fluorescence　strength
and　the　value　of　the　NPe6　density　accumulated　in　a　specific　tissue．　The　NPe6　value　was　measured　using
high－performance　liquid　chromatography　（HPLC）．　We　then　measured　the　NPe6　density　in　tissue　from
the　fluorescence　strength　using　the　plotted　standard　curve．　An　hour　after　administration　of　NPe6，　the
NPe6　density　in　tissue　in　both　the　tumor　area　（1．75　pag／g　tissue）　and　in　the　normal　area　（O．95　ptg／g
tissue）　reached　its　highest　value，　then　decreased　with　time．　The　ratio　of　the　density　in　tissue　of　the
tumor　area　to　normal　muscular　tissue　became　O．94，　1．84，　8．86，　5．91，　and　6．80　at　O．25，　1，　2，　3，　and　4
hours　after　administration，　respectively．　Thus，　we　determined　that　photodynamic　therapy　should　be
effective　within　four　hours　after　NPe6　administration　because　of　the　increased　ratio　of　the　density　of
the　photosensitizer　in　the　tumor　area　to　that　of　normal　muscle．
〈Key　words＞　Fluorescence　image　pattern，　Tumor，　Mono－L－aspartyl　chlorin　e6，　Diode　laser
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